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Рассмотрен высокочувствительный биологический метод, позволяющий за короткий проме­
жуток времени информировать о наличии в водной среде нефти и нефтепродуктов. Предложен­
ный метод был апробирован в лабораторных условиях и на природном объекте, показал более 
высокую степень чувствительности к нефтепродуктам, чем общепризнанные биотесты.
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Введение
Своевременное получение информации о заг­
рязнении окружающей среды является опреде­
ляющим этапом экологических экспертиз, по­
скольку эти данные позволяют адекватно оцени­
вать степень техногенной нагрузки на природ­
ные объекты и вероятность риска неблагоприят­
ного воздействия ее на население [1]. Одной из 
самых важных задач изучения воздействия ант­
ропогенного фактора на деятельность водных 
экосистем является индикация загрязнения, в 
гом числе и нефтяного.
В настоящее время оценка загрязнения вод­
ной среды нефтью и нефтепродуктами произво­
дится, преимущественно, на основе результатов 
экоаналитических анализов [2, 3]. Широко при­
меняются методики, основанные на хроматогра­
фии (тонкослойная, газожидкостная, жидко­
стная и ионная хроматография), спектрометрии 
(нейтронно-активационный, рентгеноспектраль­
ный, атомно-абсорбционный и атомно-эмисси­
онный анализ, спектрофотометрический и флу- 
ориметрический методы, инфракрасная спект­
рометрия), электрохимических методах анализа 
(потенциометрия, полярографические и кулоно­
метрические методы), находят применение гиб­
ридные методы и их комбинации [3-8]. Экоана- 
литические анализы позволяют измерить кон­
центрации нефтепродуктов в водной среде и со­
поставить их с установленными нормативами 
предельно допустимых концентраций.
Вместе с тем, на сегодняшний день остро сто­
ит необходимость определения в природных 
объектах микроконцентраций углеводородов [9]. 
Прежде всего, это связано с тем, что при наличии 
в водном объекте углеводородов нефти в концен­
трациях, не оказывающих видимого токсическо­
го эффекта, организм может жить длительное 
время, создавая впечатление полного биологичес­
кого благополучия. Однако при хроническом воз­
действии токсикантов в малых концентрациях 
вид может вымирать на протяжении ряда поко­
лений. Внесение токсикантов в водоем, пусть 
даже в концентрациях, не превышающих ПДК, 
может произвести сдвиг в соотношении между 
видами, приведет к изменению качественного 
состава сообщества, может произойти катастро­
фическое уменьшение численности промысло­
вых объектов или ухудшение их качества. Прин­
ципиально важно, чтобы предел обнаружения 
загрязняющих веществ аналитическими мето­
дами был не ниже 0,5 ПДК. Нормативное «отсут­
ствие компонента» еще не значит, что этого ком­
понента нет в определяемой пробе, т.к. его кон­
центрация может быть настолько мала, что его 
традиционными способами не удается опреде­
лить.
Аналитическая задача определения нефте­
продуктов чрезвычайно сложна ввиду того, что 
объект анализа представляет собой многокомпо­
нентную систему, составляющие которой обла­
дают различными физическими и химически­
ми свойствами. Н аличие многочисленных 
форм миграции нефтепродуктов в водной сре­
де, состав которых может существенно отли­
чаться, требует комплексного подхода к их ис­
следованиям.
Несмотря на наличие высокочувствительных 
и эффективных методик, аналитическая проце­
дура определения данных токсикантов имеет и 
ряд ограничений. Во-первых, все этапы процеду­
ры, от пробоотбора до идентификации и метро­
логической оценки результатов измерений ^ дос­
таточно длительны, сложны и дорогостоящи, тре­
буют наличия хорошо оснащенных химических 
лабораторий и современной аналитической ап­
паратуры [3, 5J. Возможности инструментальных 
методов зачастую полностью не реализуются из- 
за отсутствия однотипных методик экстракции 
нефтепродуктов из различных объектов, непол­
ного их извлечения, дополнительного загрязне­
ния или потерь углеводородных компонентов до
проведения самого анализа [3, 10-15]. Например, 
использование большого числа органических 
растворителей и схем экстракции нефтепродук­
тов из различных звеньев водной экосистемы 
вызывает вариации в их содержании и составе. 
Так, например, для извлечения нефтепродуктов 
из водной среды применяют экстракцию хлоро­
формом, пентаном, гексаном, четыреххлористым 
углеродом, диэтиловым эфиром. Используют ме­
тоды извлечения в непрерывном потоке жидко­
стного элюента или концентрирование на твер­
дом сорбенте. Очевидно, что условия отбора, хра­
нения, транспортировки, экстракции и концен­
трирования углеводородов во многом определя­
ют дальнейшие результаты анализа и их пригод­
ность для решения поставленных задач.
Во-вторых, надежная идентификация целе­
вых компонентов в сложных смесях загрязните­
лей различной природы и токсичности возмож­
на лишь при большой совокупности измерений 
или одновременном использовании трех-четырех 
независимых методов. Тщательный и коррект­
ный анализ нужен во всех тех случаях, когда сло­
жившаяся ситуация может угрожать здоровью 
людей или нанести вред окружающей среде.
И, наконец, в последние годы все чаще возни­
кают ситуации, связанные с необходимостью 
выполнения быстрого анализа сложных смесей 
химических соединений неизвестного или час­
тично известного состава.
Суммируя вышесказанное, можно отметить, 
что традиционные химические и физические 
методы анализа при всей их высокой чувстви­
тельности и эффективности просто не в состоя­
нии охватить функциональное разнообразие 
нефтепродуктов, обеспечить надежный контроль 
данных поллютантов на уровне предельно-допу­
стимых концентраций и гарантировать экологи­
ческую надежность природоохранных меропри­
ятий. Кроме того, вышеназванные методы не в 
состоянии дать информацию о биологической 
опасности нефтяного загрязнения.
Повышение эффективности охраны вод от заг­
рязнения в значительной мере связано с приме­
нением качественно новых методов исследова­
ния, среди которых особое место занимают био­
тестирование и биоиндикация [16, 17]. Биологи­
ческие методы, характеризующие качество при­
родной среды, как среды обитания, уже зареко­
мендовали себя как достаточно информативные, 
позволяющие дать интегральную оценку влия­
ния комплекса ингредиентов и факторов на орга­
низмы [18, 19]. Плодовитость и качество потом­
ства являются самыми существенными показа­
телями биологического благополучия любого 
организма. Биотесты, в основу которых положе­
ны такие фундаментальные показатели, служат 
основой для разработки норм допустимого воз­
действия на водные экосистемы. Однако подоб­
ные методы малоэффективны для решения про­
блемы оперативного контроля за токсичностью 
сточных вод и качеством природных вод в связи с 
недостаточной экспрессностью, технической 
сложностью и трудоемкостью [20].
В этой связи, цель настоящей работы -  пред­
ложить простой, информативный и высокочув­
ствительный биологический экспресс-метод для 
обнаружения нефтепродуктов в водной среде.
Объекты и методы исследований
При постановке экспериментов нами было от­
мечено, что при наличии в водной среде малых 
концентраций нефтепродуктов рачки Daphnia 
magna(Straus) из отряда Cladocera(ветвистоусые 
ракообразные), всплывают на границу раздела 
жидкость-воздух. Принимая во внимание тот 
факт, что поведенческие реакции гидробионтов 
могут служить четким показателем действия суб- 
летальных концентраций токсикантов и пред­
ставляют собой первые, наиболее быстрые реак­
ции на изменение водной среды [21-23], нами 
была рассмотрена возможность использования 
данной тест-реакции в качестве экспресс-мето­
да для ранней диагностики нефтепродуктов в 
водной среде.
Исследования проводили на лабораторной 
культуре ветвистоусых рачков Daphnia magna 
(Straus). Содержание, культивирование и проце­
дуру биотестирования в лабораторных условиях 
осуществляли согласно рекомендуемым и обще­
принятым методикам [16, 24]. Для более четкой 
регистрации эффектов, в опыты брали взрослых 
(12-14 суток) особей, имеющих достаточно круп­
ные размеры.
В качестве модельных токсикантов брали 
авиационный бензин Б -9 5 /130, автомобильный 
бензин 95, дизельное топливо (летний сорт), то­
почный мазут М-100. Также ставили опыты с аро­
матическими (бензол, пара-ксилол, псевдокумол, 
тетралин) и парафиновыми (пентан, октан, до- 
декан, гексадекан) углеводородами. Эмульсии 
нефти и нефтепродуктов готовили в соответствии 
с [25]. Действие эмульсий на Cladocera в острых 
опытах (24 часа) исследовали в диапазоне кон­
центраций 10-10 10 мл/л.
В экспериментах определяли концентрации, 
вызывающие 50 % изменение тест-показателя: 
выживаемость, всплытие в поверхностный слой, 
изменение сердечного и дыхательного ритмов. 
Каждую концентрацию анализируемых веществ 
изучали в 6 повторностях. В качестве контроля 
брали культивационную воду.
Гибель отмечали по наступлению неподвиж­
ности: у рачков отсутствуют плавательные дви­
жения, не возобновляющиеся при легком прикос­
новении струей воды или покачиванием опыт­
ного стакана. Эффект поведенческой реакции 
регистрировали при соблюдении следующих ус­
ловий: рачки всплывают в поверхностный слой 
опытных сред и находятся там на протяжении 
всего эксперимента, при легком прикосновении 
струей воды или покачиванием стакана не опус­
каются в толщу инкубационных сред. Регистра­
цию изменения сердечного и дыхательного рит­
мов проводили в соответствии с [26].
Для получения точного значения 50 %-ых кон­
центраций использовали графический метод оп­
ределения [16, 24]. Полученные результаты об­
работаны статистически [ 16, 24], при вероятнос­
ти безошибочного прогноза Р > 0,95.
Результаты и их обсуждение
Анализируя представленные в табл. 1 -3 мате­
риалы, отметим следующие моменты.
Таблица 1
Сравнение чувствительности некоторых тест-функций Daphnia magna при действии нефтепродуктов при 24-х 
______  часовой экспозиции
Нефтепродукты Минимальные концентрации (мл/л) вызывающие изменение тест - функций в 2 раза
гибель 50 % 
рачков
всплытие в поверхностный 
слой 50 % рачков
изменение на 50 % частоты
сердцебиения дыхания
Авиабензин Б-95/130 5,52 ±0,96 (3,45±0,55)-10‘2 2,85 ± 0,54 1,13 ± 0,22
Автомобильный бензин 95 3,24 ±0,55 (3,64±0,87)-10"4 1,17 ± 0,21 (7,62 ± 1,52)-10'1
Дизельное топливо 
(летнее)
1,13 ± 0,21 (2,18±0,31)Ю-8 (4,85±0,92)Ю -3 (8,19 ± 1,47)Ю"4
Топочный мазут М-100 (2,46 ± 0,43)*101 (3,22 ± 0,59)-10'9 (8,53 ± 1,62)Ю '4 (6,37±1,14)Ю-5
Таблица 2
Сравнение чувствительности некоторых тест-функций Daphnia magna при действии ароматических углеводородов
при 24-х часовой экспозиции_____________________________________
Ароматические
углеводороды
Температура 
кипения, °С
Минимальные концентрации (мл/л) вызывающие изменение тест - функций в 2 раза
гибель 50 % 
рачков
всплытие в поверхностный 
слой 50 % рачков
изменение на 50 % частоты
сердцебиения дыхания
Бензол 80 5,71 ±1,13 (3,16 ± 0,63)-1 о-2 2,34 ±0,42 1,12 ± 0,21
Пара-ксилол 138 3,55 ±0,72 (5,32 ± 1,14) •Ю'4 1,17 ± 0,19 (6,87 ± 1,32) Ю-1
Псевдокумол 169 2,19 ±0,32 (5,59± 1,18) Ю -5 (6,72 ± 1,27) Ю-1 (4,32 ± 0,82) Ю-2
Тетралин 207 2,75 ±0,47 (8,41 ±1,83) Ю -6 (4,56 ± 0,82) -10 2 (7,87 ± 1,41) Ю-3
Таблица 3
Сравнение чувствительности некоторых тест-функций Daphnia magna при действии алифатических углеводородов
при 24-х часовой экспозиции
Алифатические
углеводороды
Температура 
кипения, °С
Минимальные концентрации (мл/л) вызывающие изменение тест - функций в 2 раза
гибель 50 % 
рачков
всплытие в поверхностный 
слой 50 % рачков
изменение на 50 % частоты
сердцебиения дыхания
Пентан 36 5,53 ±1,23 (3,34 ± 0,67)-10‘2 2,67 ± 0,48 1,24 ±0,23
Октан 125 4,24 ±0,81 (4,27 ± 0,73)-10-4 1,16 ± 0,22 (5,87± 1,17) 10-1
Додекан 213 3,63 ±0,82 (4,25 ± 0,83)-10'7 (6,37 ± 1,26)-10й (4,65 ± 0,93)-10-2
Гексадекан 287 1,56 ±0,43 (7,26±1,42)Ю -8 (4,83±0,96)Ю -3 (7,61 ±1,29)Ю ^
Изменение сердечного и дыхательного рит­
мов у дафний является наиболее ранней и чув­
ствительной реакцией их организма на дей­
ствие неблагоприятных факторов водной сре­
ды [26, 27]. При этом, как показали наши опы­
ты, разница между минимальными концент­
рациями, вызывающими 50 % изменение час­
тоты дыхания и сердцебиения, в большинстве 
случаев была статистически недостоверна. 
Нельзя однозначно говорить о более высокой 
чувствительности какой-либо из названных 
тест-функций к исследуемым нефтепродуктам, 
ароматическим и парафиновым углеводоро­
дам.
Экспериментальные данные свидетельству­
ют, что биотесты, основанные на регистрации 
изменения сердцебиения и дыхания, оказались 
более чувствительны к исследуемым токсикан­
там, чем метод биотестирования, основанный на 
выживаемости рачков. Особенно четко это про­
слеживается в опытах с дизельным топливом и 
мазутом. Необходимо отметить, что разработан­
ные методики регистрации сердцебиения и ды­
хания водных организмов позволяют с высокой 
точностью обнаруживать примеси токсических 
веществ в анализируемой пробе, но имеют низ­
кую оперативность и довольно трудоемки, требу­
ют наличия специальной аппаратуры, или, в 
крайнем случае, микроскопа и лабораторного 
счетчика [26-29].
Токсический эффект как товарных нефтепро­
дуктов, так и нефтяных углеводородов д ля ветви­
стоусых рачков возрастал по мере увеличения их 
температур кипения. На основе полученных нами 
данных исследованные токсиканты можно рас­
положить в следующие ряды убывания по степе­
ни токсичности для Cladocera Для нефтепродук­
тов: мазут > авиабензин. Для ароматических уг­
леводородов: тетралин > бензол. Для парафино­
вых углеводородов: октадекан > пентан. Таким 
образом, более токсичными для зоопланктона 
оказались высокомолекулярные фракции нефти 
(мазут), менее токсичными низкомолекулярные 
(бензиновые) фракции.
Как известно, в общем случае растворимость 
углеводородов увеличивается в ряду: парафино­
вые -  нафтеновые -  ароматические и убывает с 
ростом их молекулярной массы: бензин -  дизель­
ное топливо -  мазут. Мазут малолетуч, состоит 
из малорастворимых в воде фракций, содержа­
ние же растворимых фракций в нем незначи­
тельно, а в бензинах оно максимально. Физико­
химические особенности нефтепродуктов и полу­
ченные результаты токсикологических опытов 
позволяют предположить, что токсическое дей­
ствие на ветвистоусых рачков в острых опытах 
оказывают именно высокомолекулярные мало­
растворимые в воде углеводороды.
Исследуемая реакция, основанная на регист­
рации всплытия рачков в поверхностный слой,
оказалась более чувствительной к исследуемым 
токсикантам, чем названные биотесты. Пред­
ставленные в таблицах материалы показывают, 
что разница между минимальными концентра­
циями, вызывающими 50 % всплытие дафний в 
поверхностный слой инкубационных сред, и ми­
нимальными концентрациями, вызывающими 
50 % гибель рачков за тот же промежуток време­
ни (24 часа), составляла несколько порядков. Не­
обходимо отметить, что под воздействием концен­
траций, вызывающих гибель тест-объектов, рач­
ки опускались на дно опытного сосуда и погиба­
ли. Предварительного всплытия дафний в повер­
хностный слой при этом не наблюдалось. Напро­
тив, в концентрациях, вызывающих реакцию 
всплытия, дафнии поднимались в поверхност­
ный слой и оставались там вплоть до момента 
своей гибели, время которой зависело от каче­
ственного и количественного состава токсикан­
та. Данное наблюдение важно при визуальной 
оценке за реакциями тест-объектов в течение 
экспозиции. В этом случае подобный эффект по­
зволяет провести четкую границу между концен­
трациями, вызывающими гибель дафний, и кон­
центрациями, вызывающими всплытие рачков 
в поверхностный слой.
В комплексе с другими биологическими и хи­
мическими методиками представленный в дан­
ной работе метод был использован при оценке 
качества природных сред на Ковыктинском га­
зоконденсатном месторождении Иркутской обла­
сти [30]. Не останавливаясь подробно на получен­
ных результатах, которые изложены в [30], отме­
тим лишь интересующие нас моменты.
При химическом исследовании анализируе­
мых проб (вода и водные вытяжки почвы), было 
зафиксировано наличие в них нефтепродуктов. 
Токсикологический анализ показал, что все ис­
следуемые пробы не оказывали токсического воз­
действия на растительные и животные тест- 
объекты, в том числе не вызывали гибель даф­
ний при суточной экспозиции. Вместе с тем во 
всех пробах наблюдали всплытие рачков в повер­
хностный слой, что лишний раз подтверждало 
данные химических анализов, т.е. наличие в про­
бах нефтепродуктов.
Водные вытяжки бурового шлама отличались 
высокой токсичностью для опытных организмов, 
в том числе вызывали гибель дафний при суточ­
ной экспозиции. При этом в данных пробах не 
наблюдали всплытия дафний в поверхностный 
слой. Как показали данные химических анали­
зов, в пробах нефтепродукты отсутствовали. Ре­
зультаты анализа засоления бурового шлама по­
казали, что концентрация солей в шламе очень 
высокая. Очевидно, что токсичность опытных 
проб обусловлена именно высокими концентра­
циями NaCl.
Таким образом, рассматриваемый в данной 
работе биологический метод был апробирован 
как в лабораторных условиях, так и на реальном 
природном объекте.
Подводя итог вышесказанному, отметим, что 
использованные в работе известные биологичес­
кие методы, основанные на выживаемости, из­
менении сердечного и дыхательного ритмов, ха­
рактеризовались высокой степенью чувствитель­
ности к нефтепродуктам и индивидуальным уг­
леводородам, вне зависимости от их химическо­
го строения. Исследуемая реакция, основанная 
на регистрации всплытия рачков в поверхност­
ный слой, оказалась более чувствительной к ис­
следуемым токсикантам, чем названные биоте­
сты; техника постановки опытов проста и доступ­
на для широкого применения.
Методика исследования поведения животных 
широко используется в работе гигиенистов и про­
мышленных токсикологов. Являясь высокочув­
ствительным приемом изучения изменений в 
поведении, этот метод позволяет выявлять ран­
ние стадии токсикозов, что способствует эффек­
тивному применению профилактических и тера­
певтических мероприятий. В данном случае не­
обходим правильный выбор тест-функций, позво­
ляющих оперативно получить информацию о на­
чальных сдвигах в процессах жизнедеятельнос­
ти биообъектов под влиянием сублетальных кон­
центраций загрязнителей. Определение биоло­
гических критериев, указывающих на развитие 
в организме начальных предпатологических про­
цессов, вызываемых минимальными концентра­
циями токсических веществ, является приори­
тетным направлением современной экологии.
Методику можно использовать для целей опе­
ративного биологического контроля, гидроэколо­
гической экспертизы, при плановом контроле 
промышленных и бытовых сточных вод, для ре­
гистрации их залповых сбросов, при предвари­
тельной ориентировочной оценки качества при­
родных вод на наличие нефти и нефтепродуктов.
Общее требование экологического мониторин­
га - его эффективность, под которой понимается 
получение достоверной информации при наи­
меньших затратах. Результаты биологических 
анализов оперативно сигнализируют об опасном 
воздействии химического загрязнения на 
жизнедеятельность организмов, причем не по 
отдельным компонентам, а по их смесям, часто
неизвестной природы и не выявляемых другими 
методами исследований. Таким образом, они 
дают нам возможность получения наиболее пол­
ной информации при минимальных затратах 
на выполнение контрольных операций, по­
скольку определение полного перечня присут­
ствующих веществ в сточных и большинстве 
природных вод современными аналитически­
ми методами является чрезвычайно дорогос­
тоящей процедурой.
Разумеется, такой подход должен лишь пред­
варять, а не исключать последующее использо­
вание признанных аналитических методов, осо­
бенно в тех случаях, когда результаты биотестиро­
вания и биоиндикации оправдывают необходи­
мость подключения сложных аналитических 
процедур. Комплексный подход позволяет полу­
чить максимально полную информацию об уров­
нях загрязнений объектов окружающей среды.
Р аб о та  вы полнена при поддерж ке РФФИ 
(гр а н т№  05-04-97237).
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EXPRESS METHOD OF DETERMINATION OF OIL PRODUCTS IN AQUEOUS MEDIUMS
D.V.Lozovoy, A.E.Balayan, M.N.Saxonov, D.I.Stom
High-sensitive biological method allowing giving information on presence o f oil and oiling products 
in aqueous medium for short time with high variability rate is considered in this work. Suggested 
method have been aprobated in laboratory conditions and on real nature object and showed higher 
level of sensitivity to oil products than widespread biotests
